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Le recenti “Norme di buona preparazione di Radiofarmaci in Medicina Nucleare”, allegate all’approvazione e pubblicazione del I supplemento dell’edizione aggiornata della Farmacopea ufficiale (Decreto del 30 marzo 2005[1]), hanno  introdotto alcune procedure di accertamento di requisiti di purezza e di garanzia della qualità di un prodotto  radiofarmaceutico. 
Di particolare interesse è la valutazione della  purezza radionuclidica di un radiofarmaco solitamente effettuata tramite misure spettrometriche gamma. In questo lavoro saranno esaminate alcune metodiche spettrometriche gamma utili alla corretta determinazione delle piccole quantità di impurezze presenti in un radiofarmaco. I campioni presi in considerazione sono derivati da una prima eluizione di generatori 99Mo-99mTc e da preparazioni di routine di 18F-FDG. La procedura di calibrazione in efficienza del sistema spettrometrico utilizzato è realizzata tramite un confronto tra misure di campioni di radiofarmaci e quelle di una soluzione tarata di 152-154EuCl.  
Viene anche considerata la possibilità di utilizzazione di altri rivelatori gamma, quali scintillatori NaI(Tl)  e LaBr3(Ce), procedendo a valutare le quantità minime rivelabili.  In tutte le misurazioni, le quantità determinate sono risultate comunque inferiori alla percentuale del prodotto primario indicata quale limite dalla normativa.   

INTRODUZIONE
La sempre maggiore diffusione di tecniche diagnostiche basate sull’impiego di radiofarmaci, come la P.E.T. (Positron Emission Tomography)  o la S.P.E.C.T. (Single Photon Emission Computed Tomography), ha reso più stringenti alcune condizioni di sicurezza per la somministrazione a pazienti. Le recenti “Norme di buona preparazione di radiofarmaci in Medicina Nucleare”, contenute nel I supplemento alla XI edizione della Farmacopea ufficiale della Repubblica Italiana [1], hanno individuato criteri e procedure di controllo per la gestione della qualità delle preparazioni radiofarmaceutiche, garantita attraverso una serie di  prove predisposte per valutare parametri fisici, chimici, e biologici. Tra questi, particolare attenzione è stata posta  alla verifica della purezza radionuclidica dei radiofarmaci, intendendo per “purezza radionuclidica” la frazione della radioattività di un dato radionuclide rispetto alla quantità del prodotto finale utilizzata per diagnostica. L’importanza di questo test risiede nel fatto che le impurezze radionuclidiche, qualora presenti, determinano un aumento della dose di radiazioni al paziente senza contribuire all’informazione diagnostica e in qualche caso possono anche interferire con la marcatura e condizionare la corretta esecuzione dell’esame. 
La purezza radionuclidica di un radiofarmaco è solitamente valutata tramite misure spettrometriche gamma o misure di periodi di dimezzamento con il calibratore di dose, meno frequentemente con  metodi ad assorbimento o procedure gascromatografiche. Per i radionuclidi che decadono -  possono essere ancora utili misure tramite scintillazione liquida. In questo lavoro, sono prese in considerazione le metodiche spettrometriche gamma adottate per la misura delle modeste quantità di impurezze presenti nei campioni, con l’indicazione di alcune procedure utili alla loro corretta determinazione. In particolare saranno esaminate alcune misurazioni spettrometriche gamma effettuate su campioni derivati dalla prima eluizione di generatori 99Mo-99mTc  o campioni di sintesi di 18F-FDG (FluoroDessosiGlucosio). L’importanza di tali misurazioni è connessa alla raccomandazione di organismi nazionali e internazionali (Farmacopea Ufficiale, Farmacopea Europea, …) di misurare il contenuto di 99Mo e di Al nel primo eluato di un nuovo generatore, al fine di verificare la condizione di non superamento della frazione di 99Mo pari a 0,01% rispetto all’attività iniziale di 99mTc. Per l’FDG è prevista una purezza del 99,9%, ossia una quantità di impurezza radionuclidica non superiore allo 0,1% della attività totale. Per valutare la concentrazione radionuclidica e verificare il rispetto di dette quantità limite, viene proposta una procedura di calibrazione in efficienza del sistema spettrometrico mediante confronto tra misure di campioni di radiofarmaci e quelle di una soluzione tarata di  152-154EuCl.  
Viene anche considerata la possibilità di utilizzazione di altri rivelatori gamma, quali scintillatori NaI(Tl)  e LaBr3 (Ce), procedendo a valutare le quantità minime rivelabili. In tutte le misurazioni, le quantità determinate sono risultate comunque inferiori alla percentuale del prodotto primario indicata quale limite dalla Farmacopea Ufficiale.   

MATERIALI  E  METODI
I campioni di FDG e di eluato da generatore 99Mo-99mTc sono stati forniti dall’unità di Medicina Nucleare “San Gaetano” di Bagheria (PA). Le quantità prelevate, 10 ml di soluzione residua per quanto riguarda il campione di FDG e di prima eluizione per quanto riguarda il generatore 99Mo-99mTc, sono state fornite entro boccettine di vetro della forma e dimensioni normalmente impiegate all’interno del reparto. Gli stessi campioni, senza altra operazione se non la chiusura entro sacchetti di plastica per evitare diffusione di eventuale contaminazione, sono state sottoposti ad analisi spettrometrica gamma con un sistema di misura basato su un rivelatore  HPGe ORTEC GEM 50195, del tipo a basso fondo ed elevata efficienza (circa 60%). Per la misura i campioni venivano poggiati direttamente sul top del rivelatore, senza alcun spessore interposto. Della catena di misura facevano parte un amplificatore per spettrometria ORTEC mod. 672 e un analizzatore multicanale ORTEC mod. 919E collegato a un personal computer in ambiente Ethernet. 
La calibrazione in efficienza per la geometria di misura sopra indicata, tenendo conto della forma differente delle boccettine per FDG e quelle per eluato di  99mTc, è stata effettuata preparando alcuni campioni standard con la procedura di seguito descritta. Acquisite alcune boccettine vuote della forma voluta, dotate di tappo in gomma auto sigillante, sono state aggiunte in ciascuna di esse circa 10 ml di soluzione fisiologica e successivamente una piccola quantità (una o due gocce) di una soluzione concentrata di cloruro di europio caratterizzata da una elevata quantità di 152Eu e 154Eu, radioisotopi multigamma emittenti. Allo stesso modo sono state preparati altri standard contenenti  5, 15 e 20 ml di soluzione, per poter eventualmente determinare le attività contenute in campioni di diversa tipologia. In Figura 1 è riportata una fotografia di alcune delle boccettine di taratura, già preparate per la misura, sigillate  all’interno di adatti sacchetti di plastica. 
L’attività di 152Eu e 154Eu in ciascuna boccettina di taratura non è nota a priori: essa viene determinata confrontando le misure spettrometriche realizzate a 25 cm dal rivelatore con quella di una sorgente puntiforme calibrata di 152Eu fornita dalla Amersham.  
Una volta determinata l’attività, tramite media pesata delle valutazioni relative alle emissioni gamma di maggiore intensità, la boccettina di taratura viene misurata a contatto con il rivelatore, nella stessa posizione dei campioni da misurare. Come è noto, la curva di calibrazione in efficienza, in termini di colpi/fotone ad una determinata energia, è affetta da errori dovuti principalmente ad effetti di coincidenza-somma associati alle emissioni del radioisotopo multigamma 152Eu (e in misura minore per 154Eu), la cui importanza dipende dall’efficienza del rivelatore. Una valutazione dell’entità di questi errori non è semplice da effettuare se non con programmi dedicati: tuttavia, considerando  che i valori dati in letteratura per un rivelatore di volume analogo e geometria tipo “ bottiglia” non sono superiori al 10% [es. 2], si può ritenere che per l’applicazione in oggetto tale incertezza può essere ancora accettata.    
. 

Fig. 1 -  Fotografia di boccettine di  taratura contenenti una soluzione di 152Eu-154Eu.

Le attività delle boccettine sono risultate 1663±45 Bq  per quella tipo FDG e  1240±40 Bq per quella di eluato, attività abbastanza ridotte da non comportare elevati tempi morti di misura per sorgenti poste in prossimità del rivelatore. 
Ottenuta la curva di calibrazione, è possibile determinare le attività dei radionuclidi riscontrati nei diversi spettri gamma. A titolo di esempio, si riportano nelle Figure 2 e 3 gli spettri rilevati su un campione di FDG (10 ml) misurato dopo circa 30 gg dalla sua produzione e un campione di 99mTc (prima eluizione). L’impiego di un rivelatore del tipo a “basso fondo” e il lavaggio con azoto esausto della cavità di misura prima delle effettuazione della stessa, consente di eliminare i caratteristici picchi fotoelettrici del fondo ambientale, con conseguente miglioramento delle prestazioni spettrometriche. Si evidenziano manifestazioni fotoelettriche associate a 56Co, 57Co, 58Co per quanto riguarda il campione di FDG e solo 99Mo per il secondo campione. E’ qui importante notare che il riconoscimento e la quantificazione di particolari radioisotopi (es. 103Ru, 131I,..)  è correlato al tipo di generatore e al metodo di produzione della sorgente, potendo essere associati al 99Mo come prodotto di fissione nella procedura di estrazione. Un tipico esempio è dato dallo spettro gamma riportato in Fig. 4,  relativo alla misura – con un altro rivelatore – di un campione (prima eluizione) estratto da un generatore di altra casa produttrice, ove si evidenzia la presenza di 103Ru, prodotto di fissione in alcuni casi associato al 99Mo. 

RISULTATI  E  CONCLUSIONI
L’analisi delle rilevazioni spettrometriche sui diversi campioni consente di individuare alcuni radionuclidi che sono quasi sempre presenti in tutte le misurazioni. Le attività determinate sono dell’ordine di 1÷1,5 Bq per il 99Mo, 0,2÷0,3 Bq per 56Co e 57Co, mentre si ha un valore di circa 2,2 Bq per il 58Co. Date le modestissime quantità, percentualmente molto inferiori ai rapporti indicati nelle procedure di buona preparazione, risulta già difficile una loro individuazione spettrometrica se non con conteggi di lunga durata. Si può quindi certamente affermare – ed è stato verificato sperimentalmente – che l’impiego di altri rivelatori gamma, quale ad es. uno scintillatore NaI(Tl)  di dimensioni 3”×3” (risoluzione energetica tipica: 7%), non consente di rilevare le piccole quantità sopra specificate, in quanto sicuramente inferiori ai limiti di rivelazione del sistema spettrometrico nel suo complesso. Anche impiegando uno scintillatore innovativo, tipo LaBr3(Ce),  la cui risoluzione energetica è particolarmente elevata (2,8% al 137Cs), non si ottengono significative manifestazioni fotoelettriche anche per l’elevato fondo intrinseco in alcuni range energetici dello spettro  che ne condiziona l’impiego e incrementa i livelli minimi di rivelazione. 






Fig. 3 – Spettro gamma rilevato su un campione di 99mTc da prima eluizione. 


Fig. 4 – Spettro gamma rilevato su un campione di 99mTc da prima eluizione di un altro tipo di generatore. 

Tuttavia, un sistema basato su un rivelatore a scintillazione, opportunamente schermato, potrebbe essere utile qualora i limiti di rivelazione risultino ancora inferiori alle quantità correlate ai limiti percentuali imposti dalla Farmacopea. A conferma di tale affermazione, sono state realizzate alcune misurazioni spettrometriche sia con sistemi basati su uno scintillatore NaI(Tl) 3”×3” sia  su un rivelatore LaBr3(Ce), fornito da Saint-Gobain™, tipo BrilLanCe-380, dimensioni 2”×2”, accoppiato direttamente a un fotomoltiplicatore PMT Photonis XP5500. Per entrambi, lo scintillatore, il fotomoltiplicatore e lo schermo magnetico sono ermeticamente sigillati in un contenitore di alluminio per evitare problemi di igroscopicità.
Gli spettri relativi alle due catene spettrometriche non hanno evidenziato,  anche per lunghi tempi di conteggio, manifestazioni fotoelettriche di interesse. Si sono pertanto valutate le Minime Quantità Rilevabili (MQR)  correlate all’efficienza di ciascun rivelatore e al fondo nella zona dello spettro attorno all’energia di riferimento. La formulazione adottata, dedotta da Currie [3] per spettri di fondo e del campione misurati per uguali tempi di conteggio, è qui riportata
                                                               (1)
ove B è il fondo all’energia di riferimento (computato come prodotto del valore medio dei contenuti dei canali nella zona di interesse per un numero di canali pari a 2 × FWHM,  ove FWHM è la Full Width at Half Maximum dedotta dalla curva di calibrazione),  è l’efficienza fotoelettrica (colpi/fotone), I  l’intensità di emissione, Tc  il tempo attivo di conteggio.  Le valutazioni di MQR per il sistema basato sullo scintillatore NaI(Tl) 3”x3” variano sia in relazione al tempo di conteggio, sia per la tipologia di schermatura del rivelatore nei confronti della radioattività ambientale e pertanto del livello di fondo dello strumento.  Proprio in relazione alla variabilità delle condizioni di misura, si è voluto determinare i valori di MQR in situazioni differenti e determinarne la variabilità. Nella Tabella 1 sono dati alcuni range di variazione delle valutazioni di MQR con riferimento a misure effettuate senza particolari schermature e tempi di conteggio di 3600s (valori più elevati)  e misure per 80000s  con l’adozione di una  idonea schermatura in piombo (almeno 5 cm).  Nell’ultima colonna è dato il rapporto tra il valore di MQR e una attività di riferimento di 37 MBq (1 mCi), che rappresenta per molte indagini diagnostiche  la dose minima da somministrare ai pazienti. 

Tabella 1. Range di variazione delle valutazioni di MQR per misure spettrometriche effettuate con rivelatore NaI(Tl) 3”×3”. Tempi di conteggio variabili da 3600s a 80000s. Rapporto tra i valori di MQR e l’attività di riferimento di 37 MBq di prodotto farmaceutico.  
Radionuclide	Energia(keV)	Intensità(%)	MQR(Bq)	Rapporto (riferim. a  37MBq
99Mo	181,1	5,99	3 ÷ 57	8× 10-8  ÷ 2× 10-6
	739,5	12,13	4 ÷ 29	1× 10-7  ÷ 8× 10-7
56Co	846,8	99,97	0,5 ÷ 3,5	1× 10-8  ÷ 9× 10-8
	1238,3	66,41	1 ÷ 6	2× 10-8  ÷ 2× 10-7
57Co	122,7	85,51	0,2 ÷ 3	4× 10-9 ÷ 8× 10-8
58Co	810,9	99,45	0,5 ÷ 4	1× 10-8 ÷ 1× 10-7

Per quanto riguarda lo scintillatore LaBr3(Ce),  le valutazioni di MQR conducono a valori riportati nella Tabella 2, che risultano comunque compatibili con quelli sopra determinati e, in alcuni casi, leggermente superiori. Tale circostanza, per alcuni versi sorprendente, è  giustificabile in quanto l’elevato fondo intrinseco dello scintillatore [4] in alcuni range energetici condiziona significativamente il valore di MQR. 

Tabella 2. Range di variazione delle valutazioni di MQR per misure spettrometriche effettuate con rivelatore LaBr3(Ce) 2”×2”. Tempi di conteggio variabili da 3600s a 80000s. Rapporto tra i valori di MQR e l’attività di riferimento di 37 MBq di prodotto farmaceutico. 
Radionuclide	Energia(keV)	Intensità(%)	MQR(Bq)	Rapporto (riferim. a  37MBq)
99Mo	181,1	5,99	4 ÷ 34	1× 10-7  ÷ 9× 10-7
	739,5	12,13	5 ÷ 27	1× 10-7  ÷ 7× 10-7
56Co	846,8	99,97	1,2 ÷ 5,8	3× 10-8  ÷ 2× 10-7
	1238,3	66,41	1 ÷ 7	3× 10-8  ÷ 2× 10-7
57Co	122,7	85,51	0,25 ÷ 2	6× 10-9 ÷ 5× 10-8
58Co	810,9	99,45	1,2 ÷ 6	3× 10-8 ÷ 2× 10-7

In tutti i casi, i valori di MQR determinati anche con conteggi di breve durata sono inferiori alle quantità corrispondenti alle percentuali indicate nella Farmacopea. Pertanto potrebbe essere ancora sufficiente procedere a una misurazione con questa tipologia di rivelatori  per verificare il non superamento  dei limiti percentuali anzidetti. 
Come conclusione, pur potendo valutare la purezza radionuclidica di un radiofarmaco attraverso altre metodiche, si ritiene consigliabile impiegare la spettrometria gamma sia per una validazione iniziale (con rivelatore HPGe) di una nuova procedura, di una nuova tipologia di generatore o a seguito della sostituzione di un componente, sia per i successivi test di conferma. Il primo controllo può essere effettuato con cadenza periodica e può essere considerato un controllo off-line della stabilità della qualità del generatore o della procedura di produzione del radiofarmaco. Per il secondo potrebbe essere sufficiente l’impiego di uno scintillatore a garantire comunque il rispetto dei limiti normativi.  
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